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摘要 : 作为 校 叶 油 的 主要 成 分 ， 核 叶 素 是 具有 多 种 生物 活性 的 单 蓝 化 合 物 ， 被 广泛 应 用 于 药品 、 食 品 及 化 
妆 品 等 领域 。 核 叶 油 主要 从 核 树 叶 提 取 ， 该 过 程 耗费 大 量 人 力 及 自然 资源 ， 且 容易 污染 环境 。 近 年 来 , MA 
微生物 代谢 工程 与 合成 生物 学 的 快速 发 展 , 加 上 越 来 越 多 祠 类 生物 合成 途径 得 到 解析 , 为 校 叶 素 的 绿色 生产 
提供 了 新 的 途径 。 本 文 对 校 叶 素 的 生物 合成 途径 、 核 叶 素 合 酶 的 结构 与 功能 及 近年 来 校 叶 素 的 微生物 合成 
进行 了 综述 , 并 对 利用 微生物 代谢 工程 合成 核 叶 素 等 单 莫 化 合 物 的 瓶颈 问题 及 解决 方案 进行 了 探讨 和 归纳 ， 


为 构建 高 产 核 叶 素 等 单 府 微生物 工程 菌株 提供 参考 。 
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Recent Advances in Biosynthesis of 1,8-Cineole 
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Abstract: As the main component of eucalyptus oil, 1,8-cineole is a monoterpene compound exhibiting a 
wide range of bioactivities. It has been applied broadly in the fields of pharmaceuticals, food, and cosmetic 
industries. The commercially available eucalyptus oil is mainly extracted from Eucalyptus leaves. The extraction 
process requires intensive labor and abundant natural resources, and is prone to contaminate the environment. 
1,8-cineole will be produced greenly with the rapid development of microbial metabolic engineering and synthetic 
biology, and with more and more biosynthetic pathways of terpenoids have been deciphered in the future . In this 
paper, the biosynthetic pathway of 1,8-cineole, the structures and functions of 1,8-cineole synthases, and the 
microbial biosynthesis of 1,8-cineole are reviewed. The bottleneck problems encountered in the production of 
1,8-cineole with engineered microbial strains are summarized, and the corresponding solving strategies are 
proposed., This review will provide references for the construction of engineered microbial strains with high yield 
of 1,8-cineole or other monoterpenes. 
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登录 号 : 470-82-6, 分子式 : CioHisO， 分 子 量 : 154.249。 其 主要 存在 于 核 树 属 、 樟 科 的 月 
桂 属 以 及 展 形 科 的 鼠 尾 草 属 、 草 衣 草 属 、 百 里 香 属 、 迷 迭 香 属 等 植物 体内 03。 近 年 来 ， 在 
多 种 植物 内 生 真 菌 中 也 有 发 现 内。 核 叶 素 具 有 驱 虫 、 抗 菌 和 抗 炎 等 多 种 药理 活性 ， 用 于 治 
JAT 铝 、 骨 肠 道 疾病 四、 气 道 炎 症 性 疾病 中 和 神经 退行 性 疾病 相关 的 炎症 四 等 多 种 疾 
病 。 还 具有 降 压 Pl PREF 00 和 抗 肿瘤 作用 ON, 广泛 应 用 于 药品 、 食品 和 化 妆 品 领域 2 131, 
此 外 , 核 叶 素 还 能 提高 乙醇 汽油 的 辛 烷 值 , 是 一 种 非常 有 潜力 的 生物 燃料 或 燃料 添加 剂 09。 

校 叶 素 是 校 叶 油 的 主要 活性 成 分 ， 通 过 水 蒸气 蒸馏 校 树 的 枝叶 是 获取 校 叶 油 的 传统 方 
式 。 传 统 提 取 成 本 高 ， 消 耗 大 量 人 力 和 自然 资源 ， 容 易 造 成 环境 污染 ,而 且 受 自然 资源 的 限 
制 , 难以 实现 可 持续 的 工业 化 生产 。 通过 分 子 遗 传 育种 提高 校 树 的 校 叶 油 产量 也 面临 同样 的 
问题 。 化 学 合成 核 叶 素 则 涉及 立体 选择 性 合成 ， 得 率 低 且 成 本 较 高 。 随 着 代谢 工程 和 合成 生 
物 学 的 发 展 及 越 来 越 多 贾 类 生物 合成 途径 的 解析 ， 特 别 是 核 叶 素 的 生物 合成 途径 已 得 到 解 
析 ， 这 为 利用 微生物 来 合成 核 叶 素 提供 了 可 能 05。 本 文 对 核 叶 素 的 生物 合成 途径 ， 核 叶 素 
合成 关键 酶 核 叶 素 合 酶 的 结构 与 功能 及 近年 来 核 叶 素 的 微生物 合成 进行 了 综述 , 并 对 利用 微 
生物 代谢 工程 合成 核 叶 素 等 单 莫 化 合 物 的 瓶颈 问题 及 解决 策略 进行 了 探讨 和 归纳 。 
1 核 叶 素 的 生物 合成 途径 

自然 界 中 六 类 化 合 物 虽然 种 类 繁多 、 结构 复杂 , 但 它们 都 来 自 共同 的 前 体 分 子 异 戊 烯 基 
ERFIR Cisopentenyl pyrophosphate, IPP). IPP 在 植物 体内 主要 通过 胞 质 中 的 甲状 成 酸 途径 
(mevalonate pathway, MVA) 或 质 体 中 的 甲 基 赤 伦 糖 醇 磷 酸 途 径 (2-C-methyl-D-erythritol 
4-phosphate, MEP) 合成 。MVA 和 MEP 两 条 途径 分 别 以 乙酰 辅酶 A、3- 磷 酸 甘 油 醛 和 丙酮 
酸 盐 为 起 始 原 料 经 多 步 反 应 合成 IPP, IPP 再 经 异 成 基 焦 磷酸 异 构 酶 (isopentyl pyrophosphate 
isomerase, IPPI) 转化 为 其 异 构 体 二 甲 基 烯 两 基 焦 磷酸 (dimethylallyl pyrophosphate , 
DMAPP ). IPP 和 DMAPP 再 以 不 同 配 比 分 别 经 香 叶 基 焦 磷酸 合 酶 〈geranyl pyrophosphate 
synthase，GPPS)、 香 叶 基 香 叶 基 焦 磷酸 合 酶 〈geranyl geranyl phosphate synthase，GGPPS ) 
和 法 尼 基 焦 磷 酸 合 酶 (farnesyl pyrophosphate synthase, FPPS) 催化 形成 香 叶 基 焦 磷酸 酯 
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Cgeranyl pyrophosphate，GPP)、 香 叶 基 香 叶 基 焦 磷酸 酯 Cgeranyl geranyl pyrophosphate, 
GGPP) 和 法 尼 基 焦 磷酸 酯 〈farnysyl pyrophosphate，FPP)， 这 些 异 戊 基 焦 磷酸 合 酶 的 活性 
受 IPP 和 DMAPP 的 比例 影响 。GPP、GGPP 和 FPP 分 别 在 不 同 英 烯 合 酶 或 细胞 色素 P450 
酶 的 共同 作用 下 生成 单 莫 、 二 莫 / 四 莫 和 倍 半 相 /三 莫 类 物质 〈 图 1)。 单 酉 、 二 莫 和 四 蓓 类 化 
合 物 主 要 在 质 体 中 合成 , 胞 质 中 主要 合成 倍 半 帖 和 三 熙 类 化 合 物 ， 其 中 质 体 中 的 IPP 也 会 跨 
膜 进入 胞 质 中 参与 倍 半 相 或 三 帖 的 生物 合成 09。 
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cytosol: MVA -pathway Sesquiterpenes Diterpenes 
Monoterpenes Triterpenes Tetraterpenes 


Ac-CoA —>AcAc-CoA —>HMG-CoA —> MVA —> MVA-P —> MVA-PP 一 > IPP 
AAT HMGS  HMGR MK pmk PmD f f f 
IDI t 
DMApp —>GPP —> FPP —> GGPP 
IDI Xf 2 
G3P— xs DXR spD IspE lspF IspG Isp t 3X 
DXP —> MEP —>CDP-ME —> CDP-MEP —> MECPP —>HMBPP —> IPP 
PYR : 
plastid: MEP -pathway 
图 1. HS AERA i R 
Fig 1 Outline of the formation of plant terpenes 
Notes: 


CoA, coenzyme A; A-CoA, acetyl-CoA; AA-CoA, acetoacetyl-CoA; HMG-CoA, (S)-3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA; MVA, 
mevalonate; MV-P, mevalonate-5-phosphate; MV-PP, mevalonate diphosphate; DMAPP, dimethylallyl diphosphate; IPP, isopentenyl 
diphosphate; G3P, D-glyceraldehyde-3-phosphate,; PYR, pyruvate, DXP, — 1-deoxy-D-xylulose-S-phosphate; MEP, 
2-C-methyl-D-erythritol-4-phosphate; CDP-ME, 4-(cytidineS’-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol; CDP-ME2P, 
2-phospho-4-(cytidine5 ’-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol; MECPP, 2-C-methyl-D-erythritol-2,4-cyclodiphosphate; 
HMBPP, |-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphate; GPP, geranyldiphosphate; FPP, farnesyl diphosphate; GGPP, 
geranylgeranyldiphosphate; AAT, acetyl-CoA C-acetyltransferase; HMGS,3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA synthase; HMGR, 
3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA reductase; MK, mevalonate kinase; PMK, phosphomevalonate kinase; PMD, mevalonate diphosphate 
decarboxylase; IDI, isopentenyl diphosphate isomerase; DXS, 1-deoxyxylulose-5-phosphate synthase; DXR, 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase; IspD, 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol synthase; IspE, 
4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol kinase; IspF, 2-C-methyl-D-erythritol  2,4-cyclodiphosphate synthase; IspG, 
(E)-4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl-diphosphate synthase; IspH, 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase; PDC,pyruvate 
carboxylase; X, one fold; 2X, two fold; 3X, three fold. 


核 叶 素 在 植物 体内 的 生物 合成 和 其 它 单 熙 类 物质 生物 合成 途径 一 致 , 都 是 在 质 体 中 完成 
的 。 首 先 IPP 和 DMAPP 在 GPPS 合 酶 催化 作用 下 缩合 形成 GPP，GPP 再 经 核 叶 素 合 酶 
(1,8-cineole synthase, CinS ) 环 化 形成 核 叶 素 。Croteau R 等 通过 底 物 类 似 物 、 抑 制 物 、 中 间 
物 及 中 间 类 似 物 和 天 然 合 酶 大 致 阐 明了 从 GPP 到 校 叶 素 的 反应 机 制 ， 结 合 近年 来 鼠 尾 草 、 
细菌 等 来 源 的 核 叶 素 合 酶 结构 性 质 研究 ， 推 测 其 机 制 为 : 底 物 GPP 先 在 二 价 金属 离子 的 作 
用 下 电离 形成 阳离子 中 间 体 a-terpinyl cation， 当 其 捕获 到 活化 的 水 分 子 后 形成 -terpineol， 
再 经 过 内 环 双 键 的 质子 化 环 化 成 核 叶 素 0 (图 2)。 
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图 2. 核 叶 素 合 酶 催化 GPP 到 核 叶 素 的 反应 机 第 


Fig 2 The reaction mechanism of CinS converting GPP into 1,8-cineole 
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核 叶 素 合 酶 是 核 叶 素 生 物 合成 


的 关键 酶 ， 其 催化 GPP 生成 核 叶 素 。 编 码 核 叶 素 合 酶 的 


基因 于 1998 年 首次 从 鼠 尾 草 中 克隆 和 鉴定 中， 此 后 陆续 在 拟 南 价 中、 蜜柑 2 、 鼠 尾 草 
5、 烟草 0232627, GER ta Cl, PERE PS), REBAR PULL BE [9 中 被 发 现 和 鉴定 。 
这 些 不 同 来 源 的 校 叶 素 合 酶 都 能 催化 GPP 底 物 产生 校 叶 素 ， 众 化 效率 各 异 ( 表 1)。 
表 1 不 同 物种 来 源 核 叶 素 合 酶 及 其 重组 蛋白 催化 产物 
Table 1 CinSes from various species and their catalysates with GPP 
Accession Crystal 
Species Products References 
No. structure 
Nicotiana 1,8-cineole (62%), myrcene, limonene, 
ABP88782 f . - 23 
suaveolens sabinene, cimene, a-terpineole, a-pinene, 
Nicotiana 1,8-cineole (50%), limonene, myrcene, 
AHK23027 ; f : i - 27 
noctiflora B-pinene, a-pinene, sabinene, a-terpineol. 
Nicotiana 1,8-cineole(50—80%), myrcene, limonene, 
AF059753 f ; - 26 
mutabilis sabinene, cimene, a-terpineole, a-pinene, 
Nicotiana 1,8-cineole(60%-67%), a-terpineol, 
AF063172 . . - 26 
forgetiana pinene, sabinene, B-myrcene, limonene 
Nicotiana 1,8-cineole (60%-67%), a-terpineol 
AFO59752 - 26 
longiflora pinene, sabinene, B-myrcene, limonene 
Lavandula 1,8-cineole (80%), sabinene, 
AFL03422 ; - 25 
latifolia a-phellandrene, limonene, a-terpineol 
Salvia : : 
AAC26016 1,8-cineole (79%), a-terpineol, olefins - 20 
officinalis 
1,8-cineole (72.4%), a-terpineol, 
Salvia f . 
ABH07677 B-pinene, a-pinene, sabinene, myrcene, + [18] 
fruticosa 
limonene 
1,8-cineole (59.28%), sabinene, 
Artemisia -phellandrene, a-terpineol, 
AIE41601 Bp f ii - 229] 
annua trans-sabinene, (-)-a-pinene, 
cis-B-terpineol, B-myrcene, o-thujene 
1,8-cineole(52%), a-thujene, a-pinene, 
Arabidopsis : 
AAU01970 sabinene, B-pinene, myrcene, limonene, - Pu 
thaliana . . . 
(E)-B-ocimene, terpinolene, a-terpineol 
Citrus d 
BAD91045 1,8-cineole (>98%) - [22] 
unshiu 
Streptomyces 1,8-cineole (>50%), 1,4-cineole, 
clavuligerus EDY 47508 isoborneol, borneol z [的 
ATCC 27064 a-terpinol, fenchol 
Hypoxylon 1,8-cineole (90% 
ee AHY23922 ae : Bl 


sp. E7406B 


D-limonene 
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目前 发 现 和 研究 的 核 叶 素 合 酶 基因 主要 集中 在 细菌 、 真 菌 和 拟 南 芥 等 植物 中 ,作为 核 叶 
油 的 主 来 源 物种 核 树 ， 其 核 叶 素 合 酶 基因 的 研究 却 相对 较 少 ， 目 前 仅 在 铁 木 核 Eucalyptus 
sideroxylon) 中 报道 过 与 核 叶 素 合 成 相关 的 单 熙 合 酶 基因 7PS7B9。 核 叶 素 在 蓝 核 核 叶 油 中 
含量 较 高 61， 理 论 上 蓝 核 的 核 叶 素 生物 合成 途径 应 该 是 很 高 效 的 ， 蓝 核 核 叶 素 合 酶 众 化 生 
成 核 叶 素 的 效率 也 可 能 较 高 ， 但 迄今 为 止 尚 未 有 蓝 核 来 源 核 叶 素 合 酶 的 研究 报道 。 因 此 ， 从 
蓝 核 中 挖掘 高 效 的 核 叶 素 合 酶 基因 很 有 必要 , 不 仅 能 扩大 核 叶 素 合 酶 基因 种 类 , 还 可 为 构建 
高 产 核 叶 素 的 微生物 工程 菌 提供 高 效 酶 来 源 。 

2.1 核 叶 素 合 酶 的 分 类 及 结构 

核 叶 素 合 酶 属于 植物 单 莫 环 化 酶 的 一 种 ， 包 含 N 端的 桶 装 结构 域 和 C 端 螺旋 结构 域 。 
根据 C 端 是 否 为 q 螺 旋 可 将 碳 类 合 酶 划分 为 [型 和 其 他 类 型 。N 端 结构 域 没 有 明确 的 催化 功 
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能 ， 可 能 在 级 联 反应 异 构 化 过 程 中 形成 一 个 亲 水 性 的 盖 状 结构 ， 从 而 维持 活性 区 域 的 疏水 环 
= 境 BA, C 端的 a 螺旋 构成 了 一 个 具有 催化 功能 的 活性 口袋 , 其 入 口 处 存在 两 个 能 够 结合 金属 
阳离子 的 天 冬 氨 酸 Asp 位 点 ， 其 中 一 个 是 DDXXD/E 结构 域 ， 另 一 个 则 是 
~ (N,D)D(L,LV)X(S,T)X3E 结构 域 。 不 同 物种 来 源 的 校 叶 素 合 酶 氨基 酸 序列 相似 度 较 低 ， 但 这 
= DM i rk ELE BIA BE SEE PRE IOS. 其 中 DDXXD/E 结构 域 负责 结合 两 个 Mg”, 
oo (N,D)D(L,LV)X(S,T)X3E 负责 结合 第 三 个 Mg**, 三 个 Mg 形成 的 电子 束 将 与 GPP 的 磷酸 根 
= 结合 ， 在 其 他 氨基 酸 的 辅助 下 ，GPP 去 焦 磷酸 后 进一步 形成 阳离子 中 间 体 B439。 核 叶 素 合 
S 酶 蛋白 的 活性 口袋 内 侧 还 存在 亲 水 性 的 氨基 酸 残 基 , 这 些 残 基 负 责 结 合并 活化 水 分 子 , 中 间 
N 体 阳 离子 捕获 被 活化 的 水 分 子 后 环 化 形成 核 叶 素 091。 


Kampranis SC 等 通过 X 射线 衍射 ， 首 次 获得 来 源 于 鼠 尾 草 核 叶 素 合 酶 Sf-CinS1 的 晶体 
结构 ， 分 辨 率 为 1.95 A 08， 酶 蛋白 单 体 Sf-CinS1 二 级 结构 式 由 23 个 a- 螺 旋 和 8 个 310 螺旋 
同 组 成 的 一 个 ao- 螺旋 结构 (图 3 〈a))， 是 典型 的 类 型 工 植物 昔 类 环 化 酶 。 其 中 N 端 结构 
域 是 由 8 个 or- 螺旋 组 成 ， 这 8 个 a- 螺 旋 是 以 aa 桶 式 排列 。 而 15 个 a 螺旋 构成 和 两 个 310 螺 旋 
以 正 交 束 的 方式 形成 了 其 C 端 结构 域 。Karuppiah V 等 获得 Streptomyces calvuligerus 来 源 的 
REM AA bCinS 的 晶体 结构 ， 在 分 辩 率 为 1.61 A 下 ，bCinS 是 一 个 由 两 个 结构 上 非常 相似 
的 单 体 组 成 的 二 聚 体 如 图 3 (b) 所 示 ， 也 属于 类 型 工 植物 莫 类 环 化 酶 ， 单 体 包含 有 一 些 残 
基 无 规律 的 排列 在 活性 口袋 旁边 。 电 子 密度 显示 ， 底 物 类 似 物 FGPP 只 与 二 聚 体 其 中 的 一 个 
单 体 互 作 I, 


Fig 3 Crystal structure of CinS 


(a) 
图 3 核 叶 素 合 酶 晶体 结构 C819) Ca) 单 体 鼠 


(a) Monomeric of Sf-CinS1; (b) dimer of bCinS 


2. 2 核 叶 素 合 酶 的 功能 研究 


核 叶 素 合 酶 的 功能 下 


Sf-CinS1 保守 


烯 08。 序 列 比 对 发 现 , 残 基 Asn 在 已 鉴定 的 真 核 核 叶 素 合 酶 


区 


起 到 了 决定 性 作 


究 主 要 集中 在 对 其 活性 
域 DDXXD/E 上 游 的 天 冬 酰 胺 Asn338 侧 链 
]， 将 Asn338 突变 为 异 亮 揽 酸 I (N338I) 时 ， 


尾 草 核 叶 素 合 酶 ; 


(b) 


(b) 


— H 
ZK 


N 


sp. E7406B KARIH RA BE Hyp3 的 相应 位 点 
Fr RET A 


然而 ， 从 获得 


的 残 基 为 Asn136, 该 位 点 突变 会 消除 Hyp3 
导 的 晶体 结构 显示 bCinS 中 对 水 分 子 起 到 活化 作 
基 为 Trp58 和 Asn305, Asn305 所 处 的 位 点 与 Asn338 不 同 ， 如 图 4 Cb) 所 示 ， 但 其 所 行使 


的 功能 很 可 能 与 N338 一 致 19 


pa 


IKR A E 


心 关键 氨基 酸 残 基 的 缺失 和 蔡 换 。 
能 够 活化 水 分 子 ， 对 合成 核 叶 素 
主要 催化 产物 转变 为 香 会 
高 度 保守 


4(a)).Hypoxylon 


的 残 


。 除 了 保守 区 域 DDXXD/E 上 游 的 Asn 之 外 ，Piechulla B 等 


应 用 定点 突变 、 数 学 建 模 以 及 半 经 验 计 算 等 方法 对 Nicotiana suaveolens “HRAT” A 


草花 释放 的 核 叶 系 为 主 


ry 


残 基 Argl47, Asn148 和 Phe266 决定 催化 产物 


langsdorffii 的 松 油 醇 合 并 
DDXXD 上 游 位 点 264 位 氨基 酸 残 基 也 不 同 ， 如 图 
和 Asn148 时 ， 其 催化 产物 


FUIF PT 


的 一 系列 单 西化 合 物 的 总 称 ) 核 叶 素 合 酶 功能 进行 下 
Le RE. 而; 


iit TER 缺少 位 点 147 和 148 对 应 的 氨基 酸 残 基 ， 并 且 位 于 保守 区 域 


j 


FE, 发 现 氨基 酸 


草 Nicotiana 


4 (a) 所 示 ， 当 野生 型 TER 插入 Arg147 
核 叶 素 成 分 明显 提高 ， 另 外 ， 将 TER 原始 位 点 264 丝氨酸 Ser 


FEAR AE DG BIR Phe(S264F) 时 ， 产 物 核 叶 素 所 占 比 列 由 原来 30% 增 加 为 51.9%， 表 明 266F 


氮 基 酸 残 基 对 ) 


j 


发 现 Phe266 与 DDXXD 同 在 一 条 o- 螺 旋 中 ， 


草 的 “ 核 叶 素 盒子 ”这 


10A 之 远 如 图 4 Ce) 所 示 。 由 于 未 获 


体 作 


仍然 不 


1 


老林 
HJE o 


生 内 腔 有 
be I) AL 


类 合 酶 起 关键 作用 ， 而 且 非 常 保 守 。 通 过 同 源 建 模 
但 Phe266 并 未 在 活性 口袋 内 侧 距 离 活 1 
得 该 蛋白 与 底 物 的 共 晶 体 结构 ， 因 此 该 位 点 所 
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£. latifolia DCFKNEKGTDFKP S———L SHDRKGLL@L YEASFL SRQGEE—TL@L ABBFATKILQKEVDE 178 
E officinelis DCFKNDKGTDFKP S———LVDDTRGLLQL YEASFL SAQGEE—TLHL ASDF ATKFLHKRVLV 225 
S fruticose DCFKNAKGTDFKPS——~LVDDTRGLLQLYEASFLSAQGEE-TLRLABBFATKFLQKRVLV 225 
Arabidopsis DVIIDQIESN-—TF-—~KTNNINGIISLYEASYLSTKSDTKLHKVIBBFATEQIRKFVD— 159 
Artemisia annus HNFKEKTQNLKPYL———H-EDMVVMLNIYEASYYSYEDES—ImDDaRBFTAKYLKEN-—— 172 
Citrus unshiu SRFMDEKGSFKL SS———HSDDCKGML AL YEAAYLLVEEESSIFRD. AYLKEWVVK 184 
Hypoxvion sp. EFLREAISRSVPGLENCNVFDPRSLGVPWPTSFPA&A-QSKYWKDABBAAAELMDQIVAA 83 

WM bonariensis DGLSET--——-----—— HTKDTKGMLYLYEASFLATEGES-ELEQAMMWTEKHLREYLK- 159 
Mn ‘FLO. DGLSET- 一 一 一 一 -一 一 HTKDTKGMLYLYEASFLATEGES—ELEQARMWTEKHLREYLK- 159 
X mutabilis DGLSET----------- HTKDTKGMLYLYEASFLATEGES—ELEQAMMWTEKHLREYLK- 159 
X forge tians DGLSET----------- HTKDTKGMLYLYEASFLATEGES—ELEQARMWTEKHLREYLK- 159 
X longifiors DGLSET----------- HTKDTKGMLYLYEASFLATEGES—ELEQAMMWTEKHLREYLK- 159 
X suaveolens GGLSE-------- [---HTEDTKGMLYLYEASFLATEGES—ELEKABMWTEKHLREYLE- 159 
X langsdorffii DGLSE 一 一 一 一 一 T-_--HrtpTrEcnmxLYEasFLaTEGEs-ELEas 国 Eran src- 157 
£. fatifolia QELPF—-——VRDRIVECYLWITGVIQRRE-HGYBRIMLTKIMAL¥ITIDDVFDIYGTLEE 302 
S officinalis HELPF-—-—VRDRIVECYYWTTGVVERRE-HGYBRIMLTKIMALVITIDDVFDIYGTLEE 356 
S fruticosa HELPF-—-—VRDRIVECYYWTTGVVERRQ-HGYBRIMLTKIMALVITIDDVFDIYGTLEE 356 
Arabidopsis NQLPF----VRDRIVENYFWTVGL IYEPQ-FGYBRRIMTIVMHALVITIDDIYDIYGTLEE 293 
Artemisia annua KELPF-—-—ARDRLMENFLWTVGVNYLPR-FSLORRTLTKVMAMITTIDDVYDVFGTIDE 305 
Citrus unshiu ERLNF---—ARDRIMENFFWTVGVIFEPN-FGYGRRMSTMVMHAL ITTIDDVYDVYGTLDE 320 


Hypoxylon sp. LAVSDKKAAKRRELLDTS¥-SAPMNMFPAANAPRARI a — ior — tesa 153 


X forgetians ENLPF~-—~ ARDRLVENFFWTIGVNFLPQ-YGYBRRIETKVMALVIT 
X. longiflora ENLPF-——— ARDRLVENFFWTIGVNFLPQ-YGYBRRIETKVMALVIT 


X suaveolens S e o 292 
#, langsdorffii ENLPF—-—~ ARDRLVENFFWTIGVNFLPQ-YGYSRRIETKVMALVITI DDVYDVFGTMDE 290 


(a) 


I 
4 i I DE 
X mutabilis ENLPF--~~ ARDRLVENFFWTIGVNFLPQ-YGYBRRIETKVMALVITIDDVYDVFGTLD DE 292 
I DE 
I 


(b) Ce) 
4 (a) 真 核 来 源 校 叶 素 合 酶 氨基 酸 序 列 比 对 ; Cb) bCins 晶体 结构 中 对 水 分 子 起 到 协调 
作用 的 残 基 Trp58 和 Asn305 "91; (C) N. suaveolens CIN 的 3D 模型 的 C 端 结构 域 及 其 残 基 
F266 71, 
Fig 4 (a) Amino acid sequence alignment of CinS. Asn residues (green) locates uperstream of 
conserved motifs: DDXXD/E (yellow ) Ter is lack of R147 and N148, also different at the position 
264 (green) ; (b) Asn305 and Trp58 residues responsible for coordinating the water molecule in 
bCinS; (c) C-terminal domain of the N. suaveolens CIN3D model with residue F266. 


最 近 研 究 发 现 , 咎 类 合 酶 酶 活性 位 点 的 极 性 氨基 酸 残 基 能 够 决定 酶 催化 产物 的 特异 性 以 
及 催化 活性 B% 强 。 目 前 已 鉴定 的 核 叶 素 合 酶 都 是 多 功能 合 酶 ， 虽 然 已 经 确定 其 中 几 个 氨基 
酸 残 基 对 核 叶 素 合 成 有 决定 性 作用 , 但 决定 产物 特异 性 以 及 决定 合 酶 催化 效率 的 氨基 酸 残 基 


刊 


仍 值得 我 们 去 探索 。 通过 对 决定 校 叶 素 合 酶 效率 以 及 产物 特异 性 的 可 塑性 位 点 功能 研究 ,可 
以 更 全 面 认 识 核 叶 素 合 酶 系 的 结构 与 功能 之 间 的 关系 , 为 核 叶 素 合 酶 的 定向 进化 提供 理论 基 
础 ， 同 时 也 为 植物 机 类 合 酶 的 快速 进化 研究 提供 科学 依据 。 
3 核 叶 素 的 微生物 生物 合成 研究 
目前 已 证 实 一 部 分 真 核 微生物 自身 可 以 合成 、 释 放 核 叶 素 , 但 大 多 数 微生物 如 细菌 以 及 
酵母 细胞 需要 经 过 工程 改造 之 后 才能 合成 核 叶 素 。 
3.1 合成 核 叶 素 的 天 然 微生物 

核 叶 素 最 初 主要 在 植物 产生 的 挥发 油 中 发 现 , 后 来 研究 发 现 植物 体内 的 一 些微 生物 也 能 
够 产生 。Tomsheck AR 等 首次 证 实 内 生 真 菌 Hypoxylon sp. CI-4 能 够 产生 并 释放 核 叶 素 ， 
GC-MS 检测 到 核 叶 素 占 其 挥发 性 有 机 化 合 物 VOCs) 比例 为 7.6% B99。 另 外 ， 分 别 从 香 脂 


2 HE DL Be AM NH EF BL E AL oH Zp BS SS) A AE LD HE JE R BI Nodulisporium sp. EC-12 和 


Nodulisporium sp. Ni 25-2A 也 被 证 实 能 够 合成 释放 核 叶 素 B?,40， 核 叶 素 所 占 其 VOCs 比例 


分 别 为 0.7% 和 12.92%. Shaw JJ 等 筛选 得 到 8 株 可 以 产生 校 叶 素 的 菌株 ,其 中 菌株 E6826D、 


E13415F 和 E13732D 属于 环 状 炭 团 菌 属 Cannulohypoxylon); 菌株 B10820A JRF AKIRA A 


属 的 第 二 分 支 ， 菌株 E701SB、E13615I、E7406B 和 E14012A JRF REI Chypoxylon), 


© 并 首次 在 真菌 中 获得 核 叶 素 合 酶 基因 hyp3 P3, Hussain A I MYR TAK Ze Ff (Neolitsea 


pulchella) 中 分 离 得 到 内 生 真菌 Annulohypoxylon sp. FPYF3050， 其 能 够 释放 94.95% 的 核 叶 
ò 素 9。 目 前 发 现 的 能 够 产 核 叶 素 的 微生物 ， 大 多 集中 在 炭 角 菌 科 的 炭 团 菌 属 、 环 形 炭 团 菌 
= Al ER K JR daldivia ix = Ft RH. EZA Ohnishi Y 等 首次 从 Streptomyces clavuligerus ATCC 
27064 中 鉴定 核 叶 素 合 酶 基因 cms4P49, 但 未 能 在 该 菌 的 发 酵 产 物 中 检测 到 核 叶 素 。 可 能 由 于 
在 实验 室 条 件 下 基因 cns4 未 能 表达 或 者 细菌 出 于 自我 保护 将 合成 的 核 叶 素 转化 为 其 他 化 合 
物 。 
3.2 产 核 叶 素 的 微生物 工程 菌株 
苹 类 化 合 物 合成 的 通用 底 物 是 IPP 及 其 异 构 体 DMAPP, 因此 凡是 在 细胞 内 包含 有 MEP 
径 或 者 MVA 途径 的 微生物 ， 都 可 以 作为 合成 核 叶 素 等 单 莫 化 合 物 的 潜在 菌株 。 
酿酒 酵母 (Saccharomyces cerevisiae) 是 一 种 单 细胞 真 核 生 物 ，MVA 是 酵母 自身 用 于 合 
成 当 醇 类 化 合 物 的 内 源 途 径 c0; 另外 ， 基 因 编 辑 技术 的 快速 发 展 结合 酵母 细胞 较 高 的 重组 
效率 ， 使 其 成 为 合成 核 叶 素 等 向 类 化 合 物 的 模式 真 核 工程 菌株 。2011 年 ，Antonios M Makris 
课题 组 筛选 到 一 株 高 产 固 醇 的 酿酒 酵母 EG60， 利 用 cre-lox 可 循环 重组 系统 将 Sf-CinS1 整 
合 在 该 菌株 中 表达 ， 为 了 提高 GPP 的 可 利用 率 ， 作 者 利用 同样 的 技术 整合 关键 的 合 酶 基因 


E 
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IDI] 以 及 HMG2 (K6R)， 最 终 的 工程 菌 AM78-07 合成 核 叶 素 的 产 率 为 1.09 g/L), KAM 
是 核 叶 素 合成 的 首次 合成 报道 ， 同 时 也 是 迄今 为 止 核 叶 素 产量 最 高 的 报道 。 

相 比 酵母 , 大 肠 杆菌 作为 工程 菌 也 有 其 自身 优势 , 比如 它们 培养 周期 短 、 遗传 背景 清晰 、 
分 子 操作 成 熟 等 。MEP 途径 是 大 肠 杆菌 的 内 源 途 径 ， 其 用 于 胞 内 tRNA 的 异 戊 烯 基 化 、 醒 
以 及 细胞 壁 的 合成 四]，2015 年 ， Jeffrey J. Shaw 在 鉴定 炭 团 属 真菌 Hypoxylon sp. E7406B 中 
的 核 叶 素 合 酶 基因 Hyp3 时 ， 将 基因 Hyp3 通过 质粒 pTrc99 导入 菌株 已 coli DH5a〈 包 含有 
外 源 MVA 途径 的 质粒 pJBEI-2999) 首次 构建 了 产 核 叶 素 的 原核 工程 菌 P3， 但 其 研究 重点 为 
核 叶 素 合 酶 基因 功能 研究 ， 因 此 未 对 核 叶 素 产 量 进行 优化 。2017 年 ，Daniel Mendez-Perez 
等 以 coli DH1 作为 出 发 菌株 ， 用 质粒 pTrc99a 分 别 表达 链 霉 菌 来 源 的 校 叶 素 合 酶 CS so 和 
真菌 来 源 的 核 叶 素 合 酶 CSiwp3， 同 时 共 表 达 外 源 MVA 途径 以 及 突变 体 合 酶 IspA (S81F) 
来 提高 胞 内 GPP 含量 ， 成 功 获 得 了 产 核 叶 素 的 原核 工程 菌 CD2P* 。 同 时 ， 也 证 实 了 CSsw 
在 工程 菌 中 表达 效率 要 高 于 CSww。 经 过 培养 优化 后 最 终 工 程 菌 合成 核 叶 素 的 产量 达到 653 
mg/L“, JÆ, Nigel S. Scrutton 等 在 研究 细菌 来 源 的 核 叶 素 合 酶 的 晶体 结构 过 程 中 也 构建 


~ 了 产 核 叶 素 的 E.coli 菌株， 虽然 核 叶 素 的 产 率 只 有 116.8 + 364mg L, 但 细菌 来 源 的 核 叶 
素 合 酶 在 工程 菌 中 催化 GPP 获得 核 叶 素 的 纯度 为 96%， 远 高 于 其 他 植物 来 源 的 核 叶 素 合 栈 
[19] 。 


以 链 霉菌 作为 工程 菌 合 成 核 叶 素 的 报道 较 少 ，2011 Æ, Nakano C 等 人 在 鉴定 细菌 来 源 
的 校 叶 素 合 酶 时 ， 将 链 霉 菌 8 clavuligerus ATCC 27064 来 源 的 校 叶 素 合 酶 基因 cns4 通过 质 
粒 pHSA81 AER (Streptomyces lividans) 构建 了 产 核 叶 素 的 链 霉菌 工程 菌 鸣 。 

综 上 所 述 ， 酿 酒 酵母 在 合成 核 叶 素 等 单 莫 类 化 合 物 中 更 具 优 势 。 一 方面 ， 由 于 酵母 自身 
固有 的 MVA 途径 合成 DMAPP 的 效率 高 于 MEP 途径 四];， 另 一 方面 ， 在 构建 产 核 叶 素 的 原 
核 工程 菌 时 ， 需 要 导入 两 个 甚至 多 个 携带 目的 基因 的 质粒 。 这 不 仅 会 给 原核 工程 菌 带 来 极 大 
的 负荷 ， 而 且 添 加 的 抗生素 会 失效 导致 质粒 表达 不 稳定 。 除 了 大 肠 杆菌 和 酿酒 酵母 之 外 ， 芽 
孢 杆菌 以 及 蓝 细菌 也 已 经 作为 工程 菌 合成 莫 类 化 合 物 [41。 目 前 尚未 有 以 这 两 类 工程 菌 合 
成 校 叶 素 的 研究 报道 。 


3.3 微生物 生物 合成 校 叶 素 的 存在 问题 及 策略 
借助 于 代谢 工程 和 合成 生物 学 的 快速 发 展 , 大 肠 杆菌 以 及 酵母 工程 菌 已 经 成 功 生 产 一 些 
附加 值 高 的 音 类 化 合 物 ， 其 中 一 部 分 已 经 进行 了 商业 化 生产 。 例 如 ， 抗 准 疾 药物 青 芍 素 前 体 
青 蕊 酸 在 酵母 工程 菌 中 的 已 成 功 生产 距 50， 其 产量 达到 了 40 gL。 大 肠 杆 菌 合成 红 没 药 醇 
以 及 法 尼 烯 的 产量 也 分 别 达到 9.1 g/L 和 8.74 g/L BE 5。 核 叶 素 以 及 其 他 单 莫 类 化 合 物 如 柠 
榜 烯 、 获 烯 和 香 叶 醇 虽然 已 经 在 大 肠 杆菌 以 及 酵母 工程 菌 中 成 功 合成 , 但 是 产量 非常 低 ， 尚 
达 不 到 商业 化 生产 的 要 求 3.941, 

目前 , 主要 有 四 个 瓶颈 问题 导致 了 核 叶 素 和 其 它 单 莫 的 低产 :〈1) 代谢 产物 的 反馈 抑制 ， 
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1- 脱 氧 -D- 木 酮 糖 -5- 磷 酸 (DXS) 以 及 3- 羟基 -3- 甲 基 戊 二 酸 单 酰 辅 酶 A 还 原 酶 (HMGR) 分 
别 是 MEP 途径 和 MVA 途径 中 的 关键 限 速 酶 ， 会 受到 代谢 途径 下 游 产 物 PPIDMAPP 以 及 
FPP 的 反馈 抑制 565 5 细 ， 这 是 合成 所 有 英 类 化 合 物 的 共性 瓶颈 问题 ; (2) 胞 内 单 熙 合成 的 前 
体 物 GPP 供应 严重 不 足 ， 大 肠 杆菌 和 酵母 细胞 内 源 负 责 合成 GPP 的 法 尼 基 焦 磷酸 合 酶 分 别 
是 IspA 与 Erg20 57.581, IspA 与 Erg20 皆 为 双 功 能 酶 ， 它 们 既 能 够 催化 底 物 IPP 与 DMAPP 
合成 GPP 又 能 合成 FPP， 但 主要 合成 FPP，GPP 是 只 是 代谢 途径 中 的 附带 产物 ， 导 致 其 合 
成 单 熙 的 产量 处 于 较 低 水 平 ; (3) 单 菩 固 有 的 抗菌 活性 抑制 工程 菌株 的 生长 ;(4) 核 叶 素 合 
酶 或 者 其 他 单 音 合 酶 在 工程 菌 中 表达 的 催化 活性 低 。 
针对 以 上 微生物 生物 合成 校 叶 素 和 其 他 单 六 化 合 物产 量 低 的 限制 因素 ,目前 的 解决 方案 
为 : (1) 在 大 肠 杆菌 中 引入 酵母 的 MVA 途径 能 使 DMAPP 产量 提高 了 36 倍 (3 ， 表 明 优 
化 MVA 途径 比 优化 MEP 途径 更 有 效 。 酵 母 细胞 内 的 HMGR 有 两 个 异 构 酶 Hmglp 和 Hmg2p， 
分 别 由 基因 HMGI 和 HMG2 基因 编码 。Donald K A REL, BRAY tHMGR 所 编码 的 酶 蛋 
白 不 再 受 MVA 途径 代谢 产物 反馈 抑制 的 影响 ， 从 而 消除 了 MVA 途径 中 一 个 重要 的 瓶颈 问 
题 ， 大 幅 增加 了 MVA 途径 的 代谢 通 量 5. Engels B 等 过 量 表达 tHMGI 后 紫 衫 二 烯 产量 比 
出 发 菌 提 高 了 近 40 倍 O, Ob, 还 有 研究 表明 源 自 Staphylococcus aureus 的 mva 基因 所 编 
码 的 HMGR 表现 出 更 高 的 催化 效率 [ 虹 。(2) 过 表达 独立 的 GPPS 或 者 使 用 内 源 法 尼 基 焦 磷 
酸 合 酶 的 突变 体 可 以 提高 工程 菌 中 GPP 含量 。 酵母 中 的 两 种 突变 体 合 酶 Erg20 (K197G) 和 
Erg20WW (F96W-N127W ) [@,6]、 大 肠 杆 菌 中 突变 体 合 酶 IspA (S81F) FUR EAA I 
叶 基 焦 磷酸 合 酶 (4bies grandis AgtrGPPS2 ) [1 三 者 已 被 证 实 能 够 有 效 提高 GPP 的 产 率 ; (3 ) 
为 了 减轻 核 叶 素 等 单 菩 化 合 物 对 工程 菌 的 毒性 , 目前 的 解决 方案 包括 : ERREA LIAA 
机 相 ， 将 合成 的 单 莫 原 位 萃取 ， 减 轻 其 对 工程 菌 的 毒性 (51;， 借助 外 流 泵 工程 设计 将 合成 的 
单项 从 细胞 中 泵 出 ; 敲 除 编码 细胞 膜 或 者 细胞 壁 上 与 单 莫 结 合 而 产生 毒性 的 靶 和 蛋白 基 因 ， 提 
PT fey CRE PTI SZ EO, (O 将 不 同 来 源 的 合 酶 蛋白 的 融合 表达 及 及 去 除 信号 肽 可 
以 提高 单 莫 合 酶 在 工程 菌 中 催化 活性 (5)， 有 效 的 增加 茧 类 化 合 物产 量 [%]; 例如 ，Jiang 等 在 
蛋白 质 表面 电子 静 力 学 分 布 的 指导 下 ， 将 突变 体 Erg20WW (F9OW-N127W) 与 来 自 长 春花 
量 去 除 信 号 肽 的 香 叶 醇 合 酶 CCatharanthus roseus 3CrGES) 进行 反 向 融合 后 再 附加 了 一 个 
突变 体 Erg20WW， 使 香 叶 醇 产 量 从 191.61 mg/L 增加 到 523.96 mg/L [6]。 另 外 ， 通 过 定向 
进化 提高 单 熙 合 酶 催化 效率 ， 例 如 ，Xu J 等 在 研究 柠檬 烯 合 酶 定向 进化 过 程 中 ， 在 突变 体 
M6 (N345A/L423A/S454A/C321Y) 的 基础 上 , 将 454 位 点 的 非 极 性 氨基 酸 丙 氨 酸 A 突变 为 
极 性 氨基 酸 甘 氨 酸 G 时 《A454G)， 酶 活 增加 近 200% B93。 还 可 以 借助 可 视 化 对 接 软件 如 
Autodock 等 模拟 构建 蛋白 与 底 物 配 体 对 接 ， 找 出 与 底 物 结合 紧密 的 可 塑性 氨基 酸 ， 进 行 校 
叶 素 合 酶 定向 进化 的 研究 。 
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4 展望 

云南 是 全 球 核 叶 油 的 最 大 产地 ， 目 前 原油 产量 达到 1.5 万 吨 ， 产 值 10 亿 元 。2013 年 出 
口 核 叶 油 9780 吨 ， 占 全 球 市 场 的 90% 的 市 场 份额 。 从 2015 年 10 月 开始 ， 云 南 的 核 树 开始 
出 现 核 木 竹 虫 害 ， 到 2016 年 呈现 爆发 态势 ， 全 省 各 地 种 植 的 核 树 无 一 处 幸免 。 核 木 虱 以 成 
虫 和 若虫 刺 吸 核 树 新 梢 嫩 叶 ， 严 重 时 造成 新 梢 枯死 ， 影 响 核 树 的 生长 与 发 育 。2016 年 云南 
各 个 产地 的 核 叶 油 产量 出 现 25% 到 85% 的 降幅 ， 造 成 了 核 叶 油 原 油 的 价格 大 幅 上 涨 : 2015 
年 11 H 56 元/ 公斤，2016 年 11 H 66 元 /公斤 ，2017 年 2 月 78 元 /公斤 ，2018 4 H 140 
元 /公斤 , 二 年 多 的 时 间 涨 幅 达 150%。 占 全 球 市 场 的 90% 的 市 场 份额 的 云南 省 核 叶 油 的 产 引 
的 下 跌 ， 为 生物 合成 核 叶 素 进 入 市 场 提 供 了 绝 好 的 战略 机 遇 。 

尽管 通过 代谢 工程 改造 微生物 合成 校 叶 素 取得 了 一 些 进展 , 但 核 叶 素 的 产量 相对 其 它 熙 
类 化 合 物 还 较 低 ， 尚 达 不 到 工业 化 生产 的 要 求 。 但 随 着 合成 生物 学 、 生 物 信息 学 、 代 谢 组 学 
的 飞速 发 展 , 通过 对 代谢 途径 各 通路 间 相互 关系 及 作用 的 理解 ， 必 将 加 速 高 产 校 叶 素 或 其 它 
单身 类 化 合 物 工程 菌 的 构建 ， 从 而 促进 微生物 合成 莫 类 化 合 物 的 产业 化 发 展 。 
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